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新生児期の 免疫能 は成人と種 々 の 点 で 異 な る こ と
が , 以前 よ り指摘 され て きた . Gathings ら
l)は . 新 生
児期の 末梢血 B細胞が成人 と同程度 の IgM ,IgG,IgA
膜 免疫グ ロ ブ リ ン 保有細 胞を有する に も拘 らず , 免
疫反応 に より 産生さ れ る免疫 グ ロ ブ リ ン (以 下Ig) は
IgM に 限 られ , IgG やIgA は産生さ れ な い こ と を 報
告 し た . ま た , W u ら
2}
, Hayw a rd ら
3)は , 臍帯 血リ ン
パ 球を in vitro で Poke w e ed mitoge n( 以下P W M)
刺激す ると ,成 人リ ン パ 球 と同程度 に分裂増殖す るが ,
殆ん ど免疫 グ ロ ブリ ン産生細胞 (以下tg
- P C) へ 分
化せ ず , しか も分化し た極 く少数 の Ig
- P C はIgM
型で あ る こ とを 報告 した . 既 に , ヒ ト 臍帯血 丁細胞 が
母親 や他 の 成人 .) ン パ 球 の mitogen に 対す る 反応性





, Hayw a rd ら
3}
は , 臍 帯 血 丁 細胞 が
P WM で 誘導さ れ る成人 B細胞 のIg-P Cへ の 分化 を も
著明に 抑制す る こ と を報告 し て い る ｡ こ の よ う な事実
か ら , 新生児期や乳児期の ヒ ト T 細胞は , 成 人 丁 細胞
と異な り , PW M刺激 に よ り 容易 に 抑制 丁 細胞 へ と 活
性化さ れ る subs et を有す る こ とが 示唆 され た
別 ~ l ‖
･ 最
近 , 我 々 は P W Mで 誘導 され る こ の B 細胞分化抑制能




一 連 の 実験か ら P W Mに よ り誘導さ れ る臍帯血 丁
細胞の B_細胞分化抑制能 は , そ の か な り の 部分 が膀帯
血 丁細胞 か ら分泌 さ れ る 透析性液性因子 (分子量
8,000～ 20,000) を介 し て 働 らく こ と
1 3)
, そ の 標的細
胞 は単球で あ る こ と を 明ら か に し た
川
.
従来 , ヒ ト 郎田胞の Ig - P Cへ の 分化能 を知る為に
P WM 刺激系が広く用い られ て き た が , 前述 した如く
P WM に は新生児期 , 乳児期 に 抑制 丁細胞を強く誘導
す る性質が あり , こ の 時期の B 細胞自体の 分化能を評




ヒ ト 末 梢 リ ン パ 球 を
Noc a rdia oPa ca W ate r S Oluble mitoge n (以 下
N W SM) で 刺激す ると ,IgM .IgG ,IgA の Ig-P C が
誘導 さ れ る こ と を 報告 し た . ま た , Bo n aら
帽
は,
N W S M刺激系 に お い て T 細胞を 除去 して 得た B細胞
分画 は , 少量 の 免疫 グ ロ ブリ ン を産生す るが . T細胞
を添加 し て 培養する と B 細胞 の 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生能
が著明に 増強さ れる こ と を 報告 し, さ ら に･P W M は末梢
血 の 抑制 丁細胞 pre c u r s o rを活性化 す るが , N W SM
は そ の 作用 を 有 しな い と推測 して い る . こ の よ う な
N W SM の サ ブ レ ッ サ
ー T 細 胞を活性化 し な い特性は･
′ト児の 成長 に 伴 なう B 細胞自体の 分化能 の 成熟過程や
T 細胞 の 調節機能 の 成熟過程を解析す る上 で , 非常
に 有用 で あ る と思わ れ る .
本研 究で は , 臍帯 血及 び 各年令の 小児よ り得た未分
画リ ン パ 球か ら , NWSM 刺激に よ り 誘導さ れる 各Ig
i M atu r atio n of B CellDiffere ntiatio n A bility and T CellRegulato ry Fun ctio n during
c hild Gr｡Wth Assessed in No c ardia W ater Soluble M itogen (N W S M) - Driv en System ･






















N W S Mに よ る ヒ トB細胞分化能の 成熟過程の 解析
一 P C数を算定 し . 成長 に 伴な う 推移 を検討 し た . さ ら
に 臍葦血 B 細胞 の 潜在的分化能 を 成人 丁 細胞 と
N WS M存在下 で 混合培養す る こ と に よ り , ま た 臍 帯
血及び乳児 丁細胞の B 細胞分化補助能 を成 人 B細胞
と混合培養す る こ と に よ り検討し た ･
対象お よび 方法
1. 対 象
臍帯血は , 聖霊病院産科 に 依頼 し採取 し た が . 母 児
とも妊 娠分娩 を通 じ特 に 異常 は認 め な か っ た . 臍帯血
は, 胎盤娩出前 に 臍静脈 よ り採血 した . 生後 5 日 か ら
7日日ま で の 新生 児 の 採血 は , ヒ リ ル ビ ン検 査時に 合
わせて 行 な っ た . 生後 1 カ 月か ら1 2才ま で の 乳幼児 お
よ び小児の 静脈血は , 小 児科外来を受診 した 患者か ら
家族の 承諾を得た上 採血 し た . い ず れ も重症感染症 の
既往な く , 免疫抑制剤 な どの 薬剤を 服用 して い な い 患
児を選んだ . 成人 末梢血 は , 当教室の 健康な男子医局
員より採血 した . 採血 は い ず れ も ヘ パ リ ン添 加に て 行
な っ た .
2. リ ン パ 球の分 離
ヘ パ リ ン 加全血4容 に , 5 %デ キ ス ト ラ ン を 含 む リ
ン 酸緩衝液生理食塩水 (以下 P B S)1 容を 混合 し , 37
℃30分静置後 , 白血球 に 富 む 上浦 を 得 た . 上 酒 を
Boyu m
1 7)の 方法に 従 っ て Fic oll- Hy paqu e上に 重
層し , 4 ℃ , 400× G で 30 分間遠心後 . 中間層 より リ
ン パ 球を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 採取 , P B Sで 3回洗浄 ,
R P M I1640培地 (GIB C O) に 再浮遊 し た , ト リ バ ン プ
ル ー 法に よ る生細胞率 は98 % 以 上で あ っ た .
3. T細胞 , B 細 胞 の 分 離
T,B細胞 は未分画リ ン パ 球 を ne ur a minida s e処 理
ヒ ツ ジ赤血球 ( 以下 N - S R BC)1 81で E ロ ゼ ッ ト 形成
後,Fic oll- Hy paqu e比重遠JL､を行な い , pelletお よ
び中間層より T,B 細胞 を そ れ ぞれ 得た . N NS R B C は
洗浄した S R B C(1 × 1 09/ mL) を Vibrio chole ra e
n e u ra minida s e(Behringw e rke, A. G.)1 0単位 / mL
にて ,37 ℃ ,30分間処 理後 ,P BSで 3 回洗浄,2 × 1 08/
m‖こ調整し使用 した . リ ン パ 球浮遊液(1 × 107/mり
と N - S R B C(2 × 108/ mL)を それ ぞ れ 数本の 試験管
に0.5mlず っ 分 注 し , さ ら に ウ シ 胎 児血清 (以 下
FCS
■
,56 ℃ , 30分間非働化後 , 37 ℃お よ び 4 ℃に て
S RB Cで 吸 収) を 0.5 m川口え , 200× G ,5分間遠心 ,
その 後60分間室温 に て 静 置 し た . 静 置 後 , 静 か に
pelletを再浮遊し , 3 ～ 4 本の 試験管 を 1本 と して ,
Fic oll- Hy paqu e上 に 重層 し , 4 ℃ で 20 分間遠心
し, 中間層 と pellet に分離し た . 中間層 より 得た非 ロ
ゼ ッ ト形 成細胞を PB Sで 2 回洗浄後 , 同 様 の 方 法 で
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N - S R B C と混合 し ロ ゼ ッ ト 形 成 を 行 な い , 再 び
Fic o11- Hy paqu e比重遠尤､した . 遠心後. 中間層の
非 ロ ゼ ッ ト形成細胞 を採取 し , こ の 細胞を B細胞と し
て 実験 に 用 い た . B細胞中の E ロ ゼ ッ ト 形成細胞 (以
下 E - R F C) は , 0.5 %以下で あ り か なり の 単球 を含
ん で い た .
一 方 , pellet の ロ ゼ ッ ト 形成細胞 は静か に再浮遊 し
た後 , 再び Fic o11 - Hypaqu e比重遠心 し , pe11et へ
の 非 ロ ゼ ッ ト形成細胞の 混入を防い だ . 遠尤､後 丁 細胞
に 富む p e11etに 0.84 % N H4Cl一 ト リ ス 緩衝液 を加
え , 混入し て き た N - S R B C を完全 に 溶血さ せ た後 .
P B Sに て 2 回洗浄 ,20% F C S を含む R P M I 1640培地
に 再浮遊し た . こ の よう に して 得 られた T細胞 は ,95
% 以上が N ～ SR BC と Eロ ゼ ッ ト形成 Ⅷ を 行な い , 蛍
光抗体法2 01に て 算定 し た細胞表面Ig 陽性細胞 の 混入
は 2 % 以下 , 非特異的 エ ス テ ラ ー ゼ反応21)に て 算 定 し
た単球の 混入は 0.5 % 以下で あ っ た .
4 . 培養条件
リ ン パ 球培養 は , い ず れ も , L - gluta min e(0.3
mg/ mL), pe nicillin(200u/mL), genta micin(10fLg/
ml), 20% の 非働化済 み F C S を含む R P M I1640培地 に
て 行な っ た . 細 胞は最終濃度 1 × 108/m は し . 13 ×
1 00mmの プ ラ ス チ ッ ク 培養試験管(No .2027,Falc o n)
中で 0.5 mL /tube で 培 養 し た . N W S M は. Dr. R.
Cio rba ru(lnstitut de Biochirnie, Unive rsite de
Pa ris - Sud, 9 14 05 0r s ay, Fra n c e) よ り 提供 さ れ
た Lot881 を 1 00〟g/ mlの 至 適濃度 で 培 養 に 用 い
た1 5)1 6)2 2J 2 3). N W S Mの 滅Ⅰ笥は ,80℃ で 3分間加熱後2 4),
2分間 ソ ニ ケ 一 夕 ー 処理 に て 行 な っ た . 細胞 は , 炭酸 ガ
ス培養恒温器中 で 37 ℃t 炭酸 ガ ス 濃度5 %. 空気95
% 下で , 特 に 指摘の な い 限り 7 日間培養し た .
5. 免疫グ ロ ブ リ ン産生細胞の 検出法
B細胞 より N W S Mで 誘導 さ れ る Ig - P Cの 検 出
は
.
Ke a r n ey ら
2 5一の 方法に 従 い , 蛍光抗体法 で 細胞質
内Ig を染色す る こ と に よ り 行な っ た . す な わ ち , 培養
後 , 回収 され た生細胞数を算定, P B Sで 1 × 10 ソ 山に
調整し , ス ラ イ ド グ ラ ス 上に 塗沫 , 直 ちに 冷風下 で 乾
燥し た . そ の 後 , 5 %氷酢酸加 エ タ ノ ー ル で - 20℃ ,
20分間固定 し , P B Sで ス ラ イ ド グ ラ ス を 十分洗浄後 ､
FI T C標 識 一 家 兎 抗 ヒ ト Ig 血 清
(IgM .IgG,IgA ,Behringw e rke 杜, P B Sで 20倍 に 希
釈 して 使用) で 30 分間染色 した . 細胞質内Ig 陽性細
胞 は , 蛍光顕微鏡下 で 少 なく と も500 ケ以上の 細胞を
観察 し , そ の 中の 百分率 を算定 した . Ig - P C数 は ,
細胞質内Ig 陽性細胞 の 比率と回収 され た 生細胞数 よ
り算出 し , 絶 対数と し て 表わ した .
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6. ヒ ト B 細胞 分 化能の 評 価
種 々 の 年令 の 乳児お よ び/ト児 より 得た 未分画リ ン パ
球 か ら N W S Mに より 誘導さ れ るIg q P C数の 成長に
伴な う推移 を , 各Ig ク ラ ス に つ き 検討 し た . さ ら に ,
肪帯 血 B細胞 に . 鱗帯血 丁 細胞或 い は成人 丁 細胞 を
T:B比 7:3 の 割 合で 添加後培養 し , N W S Mに より 誘
導さ れ る IgM ,IgG,IgA 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生細胞数 を
算定比較 す る こ と に より . 塀帯血 B 細胞の 潜在的分化
能を検討 した .
7. ヒ ト T細胞 の もつ B 細胞分化補助能の 評価
膳帯血 丁細胞或 い は成人 丁細胞 を . 成人 B 細胞 に
T:B比 7:3 の 割 合で 加え 培養 し , N W S Mに より 誘導
さ れ る Ig
- P C数 をIgM .IgG,IgA 各 ク ラ ス に つ き
検討 した . さ ら に , 2才前後の 乳児 より 得 た T 細胞 に
つ い て も, 同様の 方法 で T 細胞の も つ B 細胞分化補助
能 を検討 した .
また , 放射線 を 照射 され た T 細胞 が , N WSM に より
誘導さ れ る B 細胞分化 に お よ ぼ す影響 に つ き 検 討 し
た . す な わ ち ,
60Co に より γ
一 線 を 2,000r ads 照射 し
た臍帯血 丁細胞或い は成人 丁細胞を , 成 人B 細胞 に
T:B 比 7:3で 加 え , N W S M存在下で 7 日間培養後 ,各
ク ラ ス の Ig
- P C数 を算定比較 し た .
成 績
1. 臍帯血 リ ン パ 球か ら N W S M刺激に よ り 誘導さ
れ るIg 産生細胞の種類 と経時的推移
1 × 10
G の 臍帯血未分画 リ ン パ 球を ,N W S M存在下
で , それ ぞれ 3 日 , 5 日, 7 日, 1 0 日間培養 し , 出現す
るIg
- P C数を IgM ,IgG,IgA の 各Ig ク ラ ス に つ き
検討 し た . 図 1 に 示 した よ う に , 臍帯血 リ ン パ 球か ら
誘導 さ れ るIg - P C は大部分が IgM を 有 し て い た .
IgM - PC数 は培養開始3日目で ,N W S Mで 刺激 しな
い コ ン ト ロ ー ル に 比 し有意 に 高値 で . 7 日目の IgM -
P C致 は , 22.9 ± 7.1 × 1 03 で , 成 人 コ ン ト ロ ー ル
150.8 ± 32.3 × 103 に 比 し約 1/ 6で あ っ た . 一 方 ,
IgA
- PC は培 養 5 日目 で 出 現 し , 7 日目 で
m a xim u mにな る もの の , そ の 絶対数 は極 め て 低 値
で あ っ た . ま た . IgG - P C は10 日間の 培養期間を 通
じて 殆ん ど認 め られ なか っ た .
成人未分画 リ ン パ 球を N W S M存在下で 同様 に 培養
す る と , 培養 開始 3 日目よ り 有意の Ig - P Cが 出 現
し , IgM ,IgG,IgA とも に 7 日目 で m a xim u mに 達 し
カ∴ ま た , NWS M刺激 に よ り最 も早期 に しか も強 く誘
導さ れ るIg q P C は.IgM ク ラ ス で あ っ た . 一 方 ,IgA
-
, IgG - P C数 は , そ れ ぞ れ 71.8 ± 16.9 ×
10
3
,55.3 ± 14.5 × 103 とIgM - P C に較 べ 低値 で あ
っ た .
こ の 様な 結果か ら . 以 下の 実験で はIg- P Cが 最も
多く 出現 す る 培養開始後 7 日目に 細胞を 回収 し .Ig -
P C数を 算定 し た .
2 . N W S M刺激 に より 末梢血 リ ン パ 球 か ら 出現す
るIg 産生細胞 の 年令的推移
新生 児 . 乳児 お よ び種 々 の 年令 の ′ト児 より 得た末梢
血 リ ン パ 球 (1 × 106) を , N W S M存在下 で 7日間培
養 し , 出現 す る Ig - P C数 を算出し た . 図 2a に みられ
る よ う に 臍帯血お よ び新生児末梢血 リ ン パ 球 より出現
す るIgM - P C数は t 成 人 コ ン ト ロ ー ル の 約 1/6で あ
る が , そ の 後急速に 増加 し, 生後 1 カ 月 ま で に 成人レ
ベ ル 或 い は そ れ 以 上 に 到達 し , 小 児期 を 通 じて 同 レベ
ル を維 持 した . 一 方 , 図 2bに 示 した よ う に , 臍帯血リ
ン パ 球 の 培養 で は殆ん どみ られ な か っ た IgG - .IgA
- P C は, ′ト児 の 成長 に 伴 な い 次第に 増加 し5才以 降
に 成人 レ ベ ル に 到達 し た .
3. 肪帯血 B 細胞 の 潜在的分化能
こ の 実験系 で は , E ロ ゼ ッ ト形成法 に より T細胞を
除去 し て 得 た 一 定数 の 臍帯血 B細胞 に , 防帯血 丁細胞
或 い は成人 丁細胞 を T:B比 7:3 で 加え . N W S M存在
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lated cultur e. Data repres ent the m e a n s士1 S･D･



























































































































に つ き検討し た . 表 1 に 示し た よ う に , 臍帯血 B 細胞
単独の 培養で はIgM
- PC は出現 し な か っ た が ･ 臍帯
血丁 細胞を加え た場合有意に IgM
- PC が増加 し , そ
の 数は同数 の 成人 丁細胞を加 え た場合 に 比 し お よ そ
50%で あ っ た . そ の 上 . 臍帯 血 B細胞 に 成人 丁細胞 を
加え た時出現す るIgM
- PC数 は , 成 人 B細胞 に 成人
丁細胞を加 え た時 に 出項 した IgM
- P C数 と 殆 ん ど
等しか っ た ( 表2). こ れ らの 成績 か ら. 臍帯血 B 細胞
自体に IgM
- P Cに 分化す る能力が潜 在 し て い る 可
能性が示唆され た ■




- P C は, 臍帯血 丁 細胞或 い は成人 丁細
胞の い ずれ を加 え て も殆ん ど認 め ら れ な か っ た .
Fig･ 2. The gen er atio n of Ig
-P C during in fan Cy and
C旭dho od in N W S M- thlulatio n syste m.
Unfra ctio n ated lympho cytes obtain ed 丘o mhealth･
y in faJltS and childr e n ofv ario u s ages w er e cultu r ed
With NW S M(1 00FLg/ml) fo r 7 days, and the
ge n eratio n of Ig-pr Odu cing c eus in 1× 10
6
ce11s
W aS e n um er ated. Results are e xpr essed as the
n u mberof IgせC: a;IgM-P C( 物), b;IgG･ゼC(ロ)
and IgA J}C (団). A n u mbe r ofexpe頭m e nts w a s
血o w n as(n) h e a cb 丘卯工e. Data r ¢pre 弛nt 也¢
m ean S ±1S.D. ofse v erale xperim ents.
ヰ . 臍帯血 , 乳児 で細胞の もつ $ 細胞分化補助能
臍帯血 丁 細胞を成人 B細胞に T:B比 7:3で 加 え .
N W S M存在下で 7 日間培養 し . 成人B 細胞よ り 出現
す るIg-- P C を各Ig ク ラ ス に つ き検討 した . 表 2 に
み られ るよ う に ,成 人B 細胞か ら誘導 され る‡g - ‡℃
は , 成人 丁 細胞, 臍帯血 丁細胞の い ずれ を 加 え て も
IgM ,IgG ,‡gA 全て の Ig ク ラ ス で著 しく増加 した . 臍
帯血 丁 細胞 を加 え た場合 に 誘導さ れ る IgM - P C数
Table l. Diffe re ntiation ability ofc ord B c ells
Cultur edwith c ord o r adult T c e11sin
NWSM ･Stim ulatio n syste m
a
Nu mber of Ig-P Cx lO
-3
T Cell So u r c e
IgM IgG IgA
No n e O.3±0.2b < 0.1 0.2±0.1
Co rd 22.8±4.2 0.6±0.3 2.7±2.3
A dult 54.5±8.4 1.8±0.7 3.4±0.6
a Co rd or adult T cells w er eaddedto T cell-dep･
leted B c ells(1×106 c ells/ml)inc o rd blo odat a
T :B ratio of 7:3, and the mixture w a s cultur･
ed with N W S M(100JLg/ml)fo r7 days. Res ults
a re e xpre ss ed a sthe n u mber ofIg･P Cof m ajo r
thre eim m u n oglobulin cla sse s,IgM ,IgG, a nd Ig･
A pe r cultu r e.
b Data reprFS ent the m e an s±1 S･D･ Of 負v e s epa r
-
ate expe rl m e ntS.
Table 2. E ffe ct ofadding T cellsfrom c ord
blo od a nd infa nts on adultB c elldi･
fere ntiatio nindu c ed by N W S M
&
N umbe r of Ig-P Cx lO
～3








Co rdxぐ 18.9±9.9 6.2±5.6







a Co rd o rinfa nt T c ells(1×106 c ells/ml)w er e ad-
dedto T c ell-depleted Bc ellsfr o rn adultP B Lat
the same ratio a sdescribed inTablel. a ndthese
C ellsu spen sio n s w e rec ultu red with N W S M(100
JLg/ml)fo r7 days. Re sults ar e e xpr ess eda sthe
n u mber of Ig･P C inr ega rd of IgM ,1gG, and IgA
per c ultu re.
b Data r epr甲e nt the mea ns±1S･D･ Of fo ur sepa ･
r ate e xpe rl m entS.
e Cord o r adultT c ells w ereir radiated with200
r adsbefo r e addingto adult B c e11s.
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は , 同数の 成人 丁 細胞を加 え た 時と ほ ぼ 近い 数値で あ
っ た . しか しな が ら . IgG
-
. IgA p PC 数 は同数の 成
人 丁細胞を添加 した 時 に･出現 す る 1g - P C数 の 約
1/3に す ぎな か っ た . さ ら に , 2才の 乳児 よ り 得た T
細胞を成人 B細胞 に 同じ T:B 比で 加え る と , 成 人 B
細胞 より 誘導さ れ る IgM - P C致は , 同数の 成人 丁細
胞 を加え た場合 と近似し た 数値を示 した が , tgG - ,
IgA - P C数 はか な り 低値で あ っ た .
ま た . 2,000r ads 放射線 照射 し た臍帯血 丁細胞或 い
は成人 丁細胞を成人 B細 胞 に T:B 比 7:3 で 加 え る
と . 成人 B 細胞 より 出現す る Ig - P C は, B 細胞を 単
独で 培養 し た場合 に較 ベ 3 つ の Ig ク ラ ス 全 て で 増 加
す る も の の , 放射線照 射 しな い 臍帯血 丁細胞 お よ び成
人 丁細胞 を同数加 え た場合 より , それ ぞ れ か なり 低値
で あ っ た .
考 察
こ れ ま で , ヒ トB 細粒 の 分化能 を解析 す る 為に , 種
々 の れ=扉わⅦ の 方法 が 開 発 さ れ て き た . い ず れ も
Polyclo n al Bc ellmitoge n 存在下で t) ン パ 球 を 培
養す る系を 用 い るが , 主 な もの と して , 分泌 され た免
疫 グ ロ ブ リ ン を 定量する方法28I, 出現 した 免疫 グ ロ ブ
リ ン 産生細胞を算定す る 方法2 7l, 抗 原 に 対す る特異的
抗体産生 をみ る Plaqu e - fo rming c ella s say2 81 2 9)な
どが挙 げ られ る . しか し な が ら , 免疫不全や ヒ ト 免疫
反応 の 際 に み られ る 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生を 正 確 に 解析
す る為 に は , B 細 胞自体 の 分化能 と T 細胞 の も つ
Helpe r或 い は Sup pr e s s o rと して の 機能の 両者を 評
価せ ね ば な ら な い , P W M は, こ れ ま で と 卜 B c ell
mitoge n と し て 最 も研究 され て き た ばか り で な く , 無
ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 血症や B 細胞の 個体発生上 の 障害
を検索する上 で 多く の 知見を 提供 し て き た . しか し ,
P W M は T細胞依存性の B c e11mitoge n で あり 3 0),ま
た あ る条件下 で T 細胞 s ubs et を抗 体産生抑制 丁 細
胞 へ 活性化 す る こ とが 報告 され て い るal )3 2l. 臍帯 血 や
乳児の T 細胞 は , 成人 丁 細喝と異 な り , P W M刺激 に
より 成人B細胞 の 分化を抑制す る こ と が 知 ら れ て い
るが 細
~ 1 0)3 8)
. 我 々 は 一 連の 実験か ら , そ の 抑制徳性 は
小児の 成長 に 伴 な い 漸減す る こ とを 報告 し て き た1 21.
こ の よ う な 事実 は , P W M刺激系 を用 い て 新生児期 お
よび 乳児期 に 潜在 し て い る B 細胞自体 の 分化能 を評
価する の は 困難 で あ る こ と を物語 っ て い る .
末梢血リ ン パ 球 を NWS Mで 刺激す る と , 成人 B 細
胞 はⅠ寧M ,IgG .IgA 全 て の Ig ∵ PC に分化 し たが , 臍
帯血 B 細胞 か ら 分化し た の はIgM - PC の み で あ っ
た . 臍葦 血 B細胞よ り誘導 さ れ たIgM - P Cは , 成 人
コ ン ト ロ ー ル に 較 べ 約 1/6 で あ っ たが . IgG - . IgA
- P C は殆ん ど 出現 し な か っ た ( 図1). Bird ら3 4}は,
Plaqu e
- fo r ming c e11a s s ay を用 い . 臍帯血リ ン パ
球 が T 細胞非依存性 の B c ell a ctiv ato r で あ る
Epstein - Ba rrVir u s(以下 E B V) に よ く反応し,分
泌さ れ る 免疫 グロ ブ リ ン はIgM に 限 ら れ る こ と を報
告 した ･ 彼 ら は そ の 中で , E B Vに より 誘導 され たIgM
が 成人 レ ベ ル に 近 い こ と か ら ,新生児 B 細胞 はIgM産
生能 に 関 し て は未熟 で な い と推論 し た . しか しなが ら,
To s ato ら
3 5)は , 最 乱 臍帯血 リ ン パ 球 を E B V存在下
で 培養す る と , Ig - P C を誘導 で き るが , 出現 するの
はIgM - P Cに 限 ら れ , しか も成人 に 較 べ か な り少数
で あ る と報告 し て い る . To s ato らの 成績 は サ ブ レ ッ
サ ー T 細 胞 を 誘導 し な い と 考 え ら れ る B c ell
mitoge n で あ る N W S M を用い た著者 の 実験成績と比
較的 よ く 一 致 し て い る .
N W S M刺激 に よ り末梢血 リ ン パ 球 か ら 出現 する
IgM - P Cは , 生後 1 カ 月 ま で に 成人 レ ベ ル 或い はそ
れ 以 上 に 到達 し , 小 児期 を通 じ て 同 レ ベ ル を維持した
( 図2a). 一 方 , IgG - , IgA ≠ P Cへ の 分化能は年令
に 伴 な い 徐 々 に 増加 し , 5才以降 に 成人 レ ベ ル に 達し
た ( 図2b). 既 に 宮脇ら
12,は , P W Mに よ る B 細胞の
IgM .IgG,IgA 産生細胞 へ の 分化能 は い ずれ も月令に
伴な い 増加 し , 3才頓 に 成人 の 約 1/2に 到達す る こ と
を 報告 し たが , N W S M刺激系 に お け る′ト児の 成長に伴
なう IgG,IgA 産生能 の 変動 は , P W M刺激系で みられ
た もの と類似 し て い た . しか し なが ら , N W S M系の
IgM 産生能 の 成熟過程 は , P W Mと著 し く異なり , 生
後 1 カ 月 で 成 人 レ ベ ル に 達す る ほ ど急速 で あ っ た .
さ ら に N W S M刺激系 を用 い て , 且斉帯血 B細胞に 成
熟 し た成人 丁細胞 を加 え る系 で 臍帯血 B 細胞 に 潜在
して い る 分化能 を , ま た , 防帯血 丁 細胞 を成人B細胞
に 添加 す る こ と に よ り臍帯血 丁細胞 の･も つ 補助能を
評価 で き る と考 え られ た . 臍帯血 B 細胞 の IgM - PC
分化能 は , 成人 丁 細胞 を加え た場合に 著し く増強し,
成 人 B細胞に 成人 丁細胞 を添加 し た時 の 値 と 同 レ ベ
ル に 達 し た (表1,2). ま た , 成人 丁 細胞は , 臍帯血丁
細胞 に 較 べ 臍 帯血 B細胞の IgM - P C分化に 対し. 約
2倍 の 補助能 を示 した . こ の こ と ば , 臍帯血 B細胞の
IgM 産生能は , ほぼ 成人 B細胞に 近い ま で に 成熟して
い る が , 臍幕 血 丁 細胞の 補助能が な お 充分で ない こと
を物語 っ て い る . こ れ に 反 して , 成人 丁細胞 は臍帯血
B細胞の IgG - , IgA -P C分化 に 補助能 を示 さなか
っ た ( 表1).
臍帯 血 丁 細胞 は ,成人 B 細胞の IgM - P C分化に対
し成人 丁細胞 と はぼ 同程度の 補助能を示し たが ,IgG
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-
, lgA
q P C分化 に 対す る補助能 は成人 丁細胞の 約
1/3に す ぎなか っ た ( 表2). こ の よ う な B 細胞分化に
およ ぼす T 細胞の 補助能 は , 年 令に 伴 な い 増強す るよ
うに 思 わ れ たの で , さ ら に 1 ～ 2才 の 乳児 丁 細胞を 用
いて その 補助能を検討 した . 乳児 丁 細胞の 補助能 は ,
成人 丁 細胞 と較 べ て , IgM - PC 誘導 に 関 して 成熟 し
て い たが ,IgG
-
,IgA
- P Cに 対 し て なお 未熟で あ っ
た . 一 方 , 乳児 B 細胞 に 成人 丁細胞 を加え た場合に 出
現す るIgG - , IgA - P C は, 乳児 丁 細胞 を加え た 時
より軽度増加 し たが , 有意の 差 は認 め られ なか っ た .
これ らの 成績か ら , 乳児 B細胞 は , 臍帯血 B 細胞で み
られ たの と 同様 に ,成人 丁細胞 の 補助を受 けて もIgG
-
,IgA
- P Cへ の 分化能は t な お未熟 で あ ると推測で
きる .
放射線照 射 した T 細胞 を B 細胞 に 添加 す る と ,
P W Mに より 誘導さ れ る 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生が 完全 に
国後する こ と は よく 知 られ て い るが 31 ).NWS M刺激系
にお い て は t 放射線照射し た T 細胞の も っ B 細胞分化
にお よぽす 増強効果は , 照射 し な い T 細胞 に較 べ か な
り弱か っ た ( 表2). こ の よ う な成績 か ら , N W S M系
とPWM 系で は . T 細 胞の 放射線鼎射が B細胞分化に
およぼ す影響は異 な る と.推測さ れ た . 同様の 成績が ,
最近マ ウ ス を 用 い た 実 験 で 報告 さ れ て い る .
Go odm a nら
3 6)は , そ の 中で Lipopolysa c cha ride に
より B細胞か ら誘導 さ れ る抗体産生は T 細胞添加 に
より増強さ れ る が , そ の 反 応 は T 細胞 の 分裂能 に 依存
する こ とを 明ら か に し て い る .
NW S M は, T 細胞 を除去 して 得 た B細胞 を活性化
し, 免疫 グ ロ ブリ ン を産生す る こ と が可能 で あり ,1 5),
P W M と異 な り比較的 丁細胞依存性 は低い と思わ れ る
が, Bo n aら = 別は , N W S Mで 誘導 され る免疫 グ ロ ブ リ
ン 量が , 培養に 加え る T 細胞数に do se depe nde nt に
増加する こ と を観察 して い る . 著者 の 実験 で も , T 細
抱を除去し て 得 た B 細胞か ら N W S M刺激 に より 少数
のIg
- P C しか誘導で き なか っ たが , T 細胞 を添加す
ると著 しくIg-P C が増加し た . ま た . N W S M は, ヒ
トの い ず れ の 成長段階に 於て も , サ ブ レ ッ サ ー T 細胞
を活性化し な い よ う で あ っ た .
こ の よ う な N WS Mの 特性 は ,P W M刺激 に より非特
異的サ ブ レ ッ サ ー T 細胞 が誘導さ れ る新生児 , 乳児期
の B細胞 の 機能的成熟t T 細胞補助能の 生理 的成熟過
程を解析す る 上で , 極 め て 有用 な mitoge nと 考え ら
れる .
結 論
PW Mに は新生児 , 乳 児期 に 抑制 丁細胞 を強く誘導
す る性質が あ り , こ の 時期 の B細胞 自体の 分化能を評
価す る に は不 適当な点 が多 い の で , こ の 時期 に 於て も
抑制 丁細胞を誘導 す る こ との な い N W S M を用 い , 成
長 に 伴な う B 細胞 , T 細胞の 機能的成熟過 程 を 解析
し . 以 下の 成績 を得 た .
1･ N W S M刺激 に より 出現す る隋帯血 リ ン パ 球 の
IgM- P C数 は有意 で あ り l 成人 レ ベ ル の 約1/6で あ
っ たが , 生後 1 カ月 まで に 成人 レ ベ ル 或 い はそ れ 以上
に 到達 し , ′ト児期 を通 じて 同 レ ベ ル を維持 した . 一 方 ,
IgG-,.1gA
岬 P C数 は臍帯血 で は殆ん ど出現せず, 月
令に 伴 な い 徐 々 に 増加 し, 5才頓 に 成人 レ ベ ル に 達 し
た .
2. 塀帯血 B 細胞に 肪帯血 丁細胞 を添加す る と ,
IgM
- PC数 は増加する が , その 程度 は成人 丁細胞を
加え た場合の 約 50 %で あ っ た , IgG - . IgA - P C数
は , い ず れ の T 細胞を加 え て も増加 し なか っ た .
3t 成人 B 細胞に 臍帯血或 い は成人 丁細胞 を添加
す る と , 全て の Ig - P C数 は増加し た . 臍帯血 丁 細胞
を加え た場合 , IgM - PC数 は成人 丁細胞を加え た時
と同程度ま で 増加し た が , IgG M , IgA - P C数 は 約
1/3の 増加に 止ま っ た .
以 上 より t ヒ ト B細胞 は , 生下時すで に IgM 産生可
能 なま で に 成熟 し て い るが , T 細胞の IgM 産生補助能
は なお 弱 く , 新生 児期 に 急速 に 成熟 す る . 一 方,
IgG,IgA 産生 に 対す る 針細胞分化能お よ び T 細胞補
助能は , 生下時未熟 で あり , 年令と と もに 徐々 に 成熟
して い く と思 わ れ る .
稿を終 え る に あ た り . 終始激励 し . か つ 御指導と 御校 閲を
賜 っ た恩師 谷口昂教授に 心か ら感謝の 意を表し ます . ま た
,
常に 多大な御協 力を頂きま し た奥 田則彦読 取 宮脇利男先生､
森谷直樹先生 は じ め小児科免疫 グ ル ー プの言古兄, 並び に教室
員の 皆様 に感謝 い た しま す . 最後 に . 長年 に わた り臍帯血を
御提供頂 い た聖霊病院産科大下睦郎先生に深謝い た しま す.
な お . 本論文 の 要旨ほ . 第84 回日本小児科学会 学 術集 会
(1981) に お い て 発表 した .
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監ey w oTds: No cardia w ater soluble mitogenPW SM), Im m u n o由obulin, B ce皿difftre ntiation
ability, T ce皿r egulatory functio n
A bstract
T he ge n eration of im m un oglobllin -PrOdu cing c ens(IgrP C)in peripheral blood lympho cytes
ffo m c o rd blo od and he althy ch 弘dre n of v a rio u s ages w as assessed in thein vitr o c ultu re system
Stim ulated for 7 days wit h No c a rdia w ate rs oluble mitoge n(N W S M), a pOlyclo n al B- C ellactiva-
to r. Ig-P C w e r edete r min ed by staining intr a cytoplasmic im m u n oglobu 血 s with fluo r esc ein-
COnjugated m o n o v alent a ntise r a ag inst hu m anIgG, IgM, a nd IgA. On stim ulation wit h N W S M,
C O rd blo od lymphocytes pr odu c ed a significant nu mber of Ig
-P Cof ‡gM clas s, W hich w e re abo ut
O n eSixthof the adultco ntr oIs. But
,
diffe r e ntiatio n ability oflym phocytesinto IgM rPC rapidly
attained to t he s am e a s o r ahighe rlevel than the adult c o ntr oIs at o n e month of life o rlater.
T he ge ne ration of IgG- aS Weu aS IgArPC, Which w e reha rdly se e nin t he N W S M
-Stim ulated
C ultures of c o rd blo odlympho cyte s, in cre a sed gradu al 1y withage a nd rea ched to the adult lev el
bytbe age of 50 rlate r.
B c en-e miched populatio n(B c ens)itself, Pr ePared by deprivipg of Tc ells by E
-r O Sette Sedi-
mentation procedu res, reSPO nded to N W S Mwitha poor pr odu ction of Ig
-P C. W he n cord T
Or adult Tc e11s w e r ead ded to c o rd Bc ells at a T:B r atio of 7:3,thege n e ratio n of IgM
-P C in c o rd
B c ellsin c r eased significantly. Su ch helper a ctivity of cord Tc e11s fo rIgM
-P Cprodu ctio nin
COrd B c ells was ro ughly h al f tha of adult Tc eus. Neit he rsignificant indu ctio nin IgG
- n O r
I岳A-P Cw as obse rv ed in c ord Bc ells by ad ditio n of adult To r cord Tce11s. On the othe rhand,
the ge n e ratio n of Ig-PC in adult Bcells w as m a rkedly e nhanC ed withr egard to al 1 t hr e eclasse s of
im m u n oglobulins by the ad ditio n of eithe r adult To r c o rd Tce11s. A d ditio n of c o rd Tcells
enhan ced the gen e ration of IgM -P C in adult Bc ells to a simila r e xte ntasdidadult Tcells. But,
helper effe ct by c o rd TcellsforIgG
- O rIgA･ P Cge n er atio n ap pe a red to be abo uto n ethird of that
e x ertedbythe sam e n u mber ofadult Tc ells｣
T hese res ultsindic ated t hat in this syste m, differe ntiatio n pote ntial of hu m a nB c ellsinto
IgM -Pr Oductio n se e m ed to m atu rate at birth, but helpe r a ctivity of Tc ells fo rIgM -Pr Odu ction
W a S r atherlo w sho rtly afte r birtha nd w as allo w ed to matu r ate rapidly du ring the n e o n atal
Period. But both B ce11 differ e ntiation c apa city a nd Tcell helpe rfu n ctio n fo rIgG
- a nd IgA-
PrOdu ctio n wer e still im m atu re atbirtha nd gradu al lyin c re ased wit hadv a n cing age.
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